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Homocysteina (Hcy) w organizmie czlowieka powstaje podczas metabolizmu
metioniny bialkowej dostarczanej w pokarmach. W komorce prawie cata Hcy ulega
enzymatycznej remetylacji do metioniny w wyniku dzialania syntazy metioninowej oraz
reakcji transsulfurylacji przy udziale B-syntazy cystationiny (CBS). Jesli reakcje usuwania
homocysteiny zostang ograniczone, Hcy jest przeksztatcana do tiolaktonu Hey, ktory moze
byé z powrotem zamieniany na Hcy przez jeden z trzech enzyméw, np. cytoplazmatyczna
hydrolaze bleomycyny (BLMH). N-homocysteinylacja biatek moze prowadzi¢ do utraty ich -
funkcji, a nawet tworzenia struktur podobnych do amyloidu. Podwyzszony poziom Hcy
dotyczy 5-8% populacji. Cigzka hiperhomocysteinemia (HHcy) jest spowodowana
genetycznym niedoborem enzymoéw metabolizmu Hey, np. CBS, i jest czynnikiem ryzyka
choréb sercowo-naczyniowych, naczyniowych moézgu i neurodegeneracyjnych, takich jak
choroba Alzheimera (AD). HHcy moze rowniez prowadzi¢ do opdéznienia umystowego oraz
skrécenia czasu zycia. Enzym CBS ulega ekspresji w mozgu, watrobie i trzustce. Mutacje
w genie CBS, p.1278T oraz p.G307S, prowadza do substytucji aminokwasow, ktére znacznie
obnizaja aktywnosci CBS, i podwyzszenia poziomu Hey we krwi. W badaniach nad skutkami
HHcy wykorzystuje si¢ modele: mysi z usunigtym genem Cbs oraz transgeniczny myszy,

ktéry zawiera ludzkie biatko CBS z mutacjg p.1278T. W mozgu myszy transgenicznych



zidentyfikowano podwyzszony poziom biatka fosfo-t i f-amyloidu oraz znaczaca degeneracj¢

neurondw charakterystyczng dla choroby AD.

Wykazano, ze dhugos¢ telomeréw, chronigcych kofice chromosomow, jest negatywnie
skorelowana z wiekiem ludzi i uwaza sie ja za biomarker starzenia si¢ i gtéwny wyznacznik
dtugosci zycia. Dhugosé telomeréw moze by¢ powiazana z senescencjg replikacyjna komorki.
Do najwazniejszych markeréw senescencji komorkowej nalezg: interleukina 6 (IL-6),
chemokiny, interleukina 8 (IL-8), biatko chemotaktyczne monocytow typu 1 (MCPI),
inhibitor proteazy serynowej aktywatora plazminogenu 1 (PAI-1) oraz inhibitor kinaz
zaleznych od cyklin (p21). Diugos¢ telomeréw u ludzi rowniez koreluje z poziomem mtDNA,
ktérego nieprawidlowe funkcjonowanie prowadzi do starzenia si¢ organizmu oraz rozwoju

chordéb takich jak nowotwory.

AD to jedno z najczestszych schorzen neurodegeneracyjnych i gtéwna przyczyna
demencji u os6b starszych. Jest zwigzana z powstawaniem ptytek starczych i splatkow
neurofibrylarnych zawierajacych B-amyloid i hiperfosforylowane biatko . W badania nad AD
czesto wykorzystuje sie modele mysie, ktére charakteryzuja si¢ bardzo szybka akumulacja
B-amyloidu w moézgu. W mozgach pacjentéw z chorobg Alzheimera aktywnos¢ enzymu
BLMH jest znaczgco zredukowana w poréwnaniu do aktywnosci tego biatka w moézgach oséb
zdrowych. W literaturze znajduje si¢ rowniez doniesienia dotyczace biatka zawierajacego
domene glioksalazowa 4 (GLOD4) w kontekscie choroby Alzheimera i zmian zachodzacych
w mozgu — GLOD4 jest czescia systemu detoksykacji metyloglioksalu w mitochondriach,

ktory jest odpowiedzialny m. in. za glikacje biatek, wytwarzajaca ich niewtasciwg strukture.

Rozprawa doktorska mgr Olgi Utyro podejmuje probe wyjasnienia zwigzku pomiedzy
diugoscia telomeréw a genotypem z deficytem genu CBS (CBS™) i poziomem homocysteiny
u mezezyzn oraz kobiet w réznym wieku oraz grupie kontrolnej. Doktorantka postanowita
réwniez zbada¢ w leukocytach, tkance watroby oraz mdzgu zalezno$¢ pomiedzy dtugoscia
telomeréw a poziomem markeréw senescencji u myszy Cbs” i myszy typu dzikiego (WT)
w dwoéch grupach wiekowych. Wykonano réwniez analize iloSciowa i jakosciowa nowego
wytypowanego markera starzenia si¢ u ludzi: mRNA i biatka GLOD4 u pacjentéw z AD oraz
w modelach mysich: Cbs”, Blmh-/-, AD i WT.

Praca doktorska mgr Olgi Utyro napisana zostata w konwencji klasycznej: liczy 121
stron, w tym 11 stron zajmuje ,,Wstep”, 1 strong ,,Cel pracy”, 25 stron ,,Materialy i metody”,

42 strony ,,Wyniki”, 9 stron ,,Dyskusja” oraz 1 strone ,,Wnioski”. W pracy Autorka



zamiescita 184 pozycje pismiennictwa, 32 tabele, 20 rycin, 2 strony zawierajace skroty oraz 4

zalaczniki.

We ,,Wstepie” mgr Olga Utyro opisuje budowe oraz metabolizm homocysteiny oraz
jej formy wystepujace w osoczu krwi obwodowej. Doktorantka szczegdlnie zwraca uwage na
zjawisko N-homocysteinylacji bialek, ktére moze skutkowaé utratg ich funkcji oraz
tworzeniem  struktur podobnych do amyloidu. Opisuje przyczyny oraz wplyw
hiperhomocysteinemii na rozwdj choroéb sercowo-naczyniowych, miazdzycy naczyn mozgu,
chorob neurodegeneracyjnych takich jak choroba AD. Doktorantka zwraca szczegdlng uwage
na niedobdr CBS u ludzi oraz powigzany z tym defektem obraz kliniczny. We wstepie
scharakteryzowano rowniez mysi model niedoboru Cbs oraz mysi model transgeniczny
(Tg-1278T) zawierajacy ludzkie biatko CBS z mutacjg p.I278T. Ta czg$¢ pracy zawiera
réwniez charakterystyke oraz opis roli biologicznej telomerdéw z naciskiem na ich dlugosé¢
jako biomarkera starzenia si¢. We wstepie przedstawiono réwniez mechanizm i markery
senescencji komérkowej oraz wplyw mutacji w promotorze genu kodujgcego biatko Klotho
na rozwoj chordb w modelu mysim. Doktorantka opisata rdwniez rol¢ mtDNA w starzeniu
komorkowym. Scharakteryzowala objawy kliniczne, zaburzenia molekularne oraz
klasyfikacje choroby AD. Przedstawita tez model mysi choroby AD, a takze skutki niedoboru
Blmh u myszy oraz scharakteryzowata biatko zawierajagce GLOD4 jako marker rozwoju

choroby AD.

Celem pracy bylo poznanie wplywu zaburzen metabolizmu homocysteiny na proces
starzenia si¢ i neurodegeneracji w chorobie AD. Doktorantka wykorzystala w badaniach
grupe ludzi z deficytem CBS, grupe kontrolng oraz modele mysie z niedoborem Cbs, Blmh

model mysi choroby AD oraz WT w celu zbadania:

e powiazania dhugosci telomeréw ze stezeniem homocysteiny oraz genotypem deficytu
CBS w grupie kobiet i mezczyzn w roznym wieku oraz grupie kontrolnej,

e dlugosci telomeréw u myszy Cbs”, WT i ich zmiennosci w leukocytach, tkance
watroby i mozgu w dwoch grupach wiekowych myszy,

e poziomu wybranych markeréw senescencji u myszy Cbs™ i myszy WT,

e poziomu mRNA i biatka GLOD4 u ludzi z AD oraz modelach mysich Cbs™, Blmh™"
AD oraz WT.

Materialty oraz Metody zostaly opisane bardzo starannie, a dokumentacja

przedstawiona w czesci wynikowej $wiadezy o doskonalej znajomodci uzytych technik



badawczych. Doktorantka uzyskata bardzo wartosciowe wyniki, uzupelniajace
dotychczasowg wiedzg dotyczacg wptywu hiperhomocysteinemii na procesy starzenia si¢ oraz

procesy neurodegeneracyjne w chorobie AD.

Mgr Olga Utyro, wykorzystujac DNA uzyskany od pacjentow z deficytem genotypu
CBS obu pici, DNA grupy kontrolnej oraz ilosciowa tancuchowa reakcje polimerazy,
wykazata, ze genotyp CBS i HHcy wplywaja na dtugosé telomerow u kobiet. Wynik ten
wskazuje na nowy locus ludzkiego genomu, wptywajacy na dtugosc telomerdéw. Doktorantka,
badajac DNA z leukocytow krwi obwodowej, tkanki watroby i mozgu ilosciowa tancuchowa
reakcja polimerazy, oznaczyla dlugosé¢ telomerow oraz poziom mDNA u myszy Cbs™.
Zaobserwowala, ze myszy Cbs” oraz myszy WT wykazuja podobna dlugos¢ telomeréw. Mgr
Olga Utyro wyizolowata RNA z tkanki watroby i mozgu myszy Cbs™ oraz WT i poddata to
RNA reakcji odwrotnej transkryptazy, a nastepnie ilo$ciowej tanicuchowej reakcji polimerazy
i oznaczyla poziom mRNA markeréw senescencji. Doktorantka zaobserwowala, ze genotyp
Chs wplywa na poziom mtDNA oraz poziom markeréw senescencji, szczegdlnie w watrobie
myszy Cbs” W badaniach tych zaobserwowano réwniez powigzanie genotypu Cbs™ ze
skroceniem dlugosci zycia myszy, co moglo by¢ spowodowane zmiang ilosci mtDNA
i podwyzszonym poziomem markeréw senescencji, ale nie skracaniem telomeréw. Mgr Olga
Utyro w swoich badaniach wyizolowata réwniez biatko z mézgu pacjentow z AD i mozgow
myszy z chorobg AD oraz mézgow myszy Blmh™ i WT. Nastepnie scharakteryzowata biatko
GLOD4, wykorzystujac dwukierunkowsa elektroforeze w zelach poliakrylamidowych/ SDS,
western blotting, trawienie bialek oraz identyfikacj¢ bialek w spektrometrze masowym.
Pozwolito to Jej zaobserwowaé oddziatywania miedzy biatkami BLMH a GLOD4 w moézgu

pacjentow z choroba AD i mysim modelu choroby AD.

W czesei ,,Dyskusja” mgr Olga Utyro umiejgtnie omoéwita wyniki whasnych badan
w odniesieniu do danych z literatury $wiatowej. Ten fragment dowodzi dojrzatosci naukowe;j

Doktorantki.

Prace zakonczono 5 wnioskami, ktore sg zwigzane z celem pracy. Pismiennictwo jest
obszerne oraz dobrze dobrane. Swiadczy to o bardzo dobrym rozeznaniu Doktorantki
w literaturze dotyczacej powigzania hiperhomocysteinemii ze starzeniem oraz rozwojem

zmian neurodegeneracyjnych w chorobie AD.



W trakcie czytania pracy nasuwaja si¢ drobne uwagi.

W rozdziale ,,Wstep” brakuje opisu roli betainy w przemianie homocysteiny do
metioniny. W rozdziale ,Material ludzki” powinno by¢: ,,DNA pacjentéw o genotypie
CBS”™. W rozdziale ,,Wyniki” Rysunek 5.17 oraz Wykres 5.17 sa oznaczone tymi samymi
numerami. W rozdziale ,,Wnioski” ostatni wniosek powinien zosta¢ przeredagowany i mie¢
przypisang cyfre 5. Te drobne uwagi w zaden sposob nie obnizaja wartosci pracy. Cheiatbym
rowniez podkresli¢, ze pod wzgledem edytorskim praca jest dopracowana i napisana w sposob
przejrzysty — wszystkie rozdzialy sa podzielone na niewielkie podrozdziaty, co bardzo
ulatwia czytanie i rozumienie tekstu w rozdziatach ,,Wyniki” i ,,Dyskusja”. Pragng stwierdzic,
ze rozprawa doktorska mgr Olgi Utyro podejmuje probe wyjasnienia mechanizmow wplywu
hiperhomocysteinemii na procesy neurodegeneracyjne w chorobie AD, co moze w przysztosci
pomdc W opracowaniu nastgpnej generacji lekow stosowanych w terapii AD. Wyniki badan
przedstawione w pracy zostaty czgsciowo uzyskane podczas wykonywania zadan badawczych
projektu PRELUDIUM 9, realizowanego w Instytucie Chemii Bioorganicznej PAN
w Poznaniu, finansowanego ze $rodkéw Narodowego Centrum Nauki. Praca jest bardzo
nowatorska, wnosi nieznane i istotne informacje do nauki $wiatowej oraz spelnia wszystkie
wymogi stawiane rozprawom doktorskim. Catos¢ pracy $wiadczy o duzej dojrzatosci

naukowej i wysokich kwalifikacjach naukowych mgr Olgi Utyro.

Zwracam si¢ do Rady Naukowej Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN
o dopuszczenie mgr Olgi Utyro do dalszych etapow przewodu doktorskiego. Jednoczeénie

wnioskuje o wyroznienie pracy.
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